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論文内容要旨
 ゴb量
目尿
 癌に対する抗癌剤の感受性には,さまざまなトランスポーターの関与が知られており,P-
 glycoprotein,MDR1などがその代表である。これらは抗癌剤を細胞外に排出するトランスポー
 ターであり,これらを強発現する癌細胞は多種の抗癌剤に耐性を示すと言われている。しかし,
 抗癌剤の細胞内取り込みに関与するトランスポーターはまだ十分に解明が進んでいない。最近,
 有機アニオンの細胞内取り込みに関与するトランスポーターとしてLST-1,LST-2が分子血管
 病態学の阿部らにより単離された。両者の特徴として,a)LST-1,LST-2は正常組織では肝細
 胞にのみ発現し,LST-2は固形癌において高頻度に発現が認められる,b)胆汁酸を基質として
 運ぶ,c)抗癌剤のメソトレキセート(MTX)も基質として運ぶこと,などが明らかになってい
 る。しかし,癌細胞におけるLST-1,LST-2発現の機能的意義(特に抗癌剤感受性)について
 は,現在のところ不明である。そこで,LST-1,LST-2の機能的解析を進めるために当教室の安
 達らによりLST-1,LST-2組み換えadenovirus(AdLST-1,AdLST-2)が作成された。
目的
 MTXは臨床において乳癌の治療に用いられている抗癌剤の一つである。いままでの実験にお
 いて,reducedfolatecarrier(RFC)は白血病細胞や乳癌細胞においてMTXの取り込みおよ
 び感受性に関与するトランスポーターであることがわかっている。そこで,LST一ユ,LST-2もま
 た,乳癌の感受性になんらかの影響を及ぼすのではないかと考え,LST-1,LST-2を強発現する
 アデノウイルスベクターを用い,MTXの細胞内取り込み及びMTXに対する感受性の変化をも
 たらすかを検討するために,本研究を行った。
方法
 1)Westemblot法により,AdLST-1,AdLST-2を感染しLST-1,LST-2強発現させた乳癌
 細胞株(MDA-MB-231,ZR75-1)でのLST-1,LST-2発現を,蛋白レベルで確認する。2)
 AdLST-1,AdLST-2を感染しLST-1,LST-2を発現させたMDA-MB-231を免疫染色し,発現
 を確認する。3)LST-1,LST-2強発現乳癌細胞株でのMTXの腫瘍内取り込みを検討する。4)
 LST-1,LST-2強発現乳癌細胞株でのMTX感受性を,3一(4,5-dimethylthiazo1-2-y1)一2,5-
 diphenyltetra-zoliumbromide(MTT)assay法にて確認する。5)LST-1,LST-2による
 MTX取り込み競合体sulfobromophthalein(BSP)による感受性抑制効果を検討する。6)
 SCIDmouse(6週齢.♂)にMDA-MB-231を5.0×106皮下注し,1w後2.5×10BPFUの
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 AdLST4,AdLST-2,Adβ一ga1(controlvirus)を腫瘍内注入(day7,day8),48時間後か
 らMTX2mg/kgを5日間(day10-day14)腹腔内連日投与し,皮下腫瘍モデルでの抗腫瘍効
 果を経時的に観察する。7)MDA-MB-231の皮下腫瘍に,adenovirusを腫瘍内注入後(day
 10)mouseを屠殺し,皮下腫瘍を免疫染色して,発現を確認する。
結果
 1)Westemblot法では,MDA-MB-231,ZR75-1は共に発現が認められず,AdLST-1,
 AdLST-2を感染させた細胞においては,強い発現が認められた。2)AdLST-1,AdLST-2を感
 染させたMDA-MB-231を用いた蛍光法による免疫染色にて,細胞膜及び細胞質内に強い発現が
 認められた。3)細胞内取り込みは5PFU/ce11にてadenovirusを感染させると,Adβ一ga1群
 に比べ,MB231においてLST-1,LST-2では約5倍以上,ZR75-1においては共に約3倍以上
 増加した。4)MTTassay法にて,5PFU/ce11にてadenovirusを感染させた乳癌細胞におい
 て,LST-1,LST-2共にMTXに対する感受性が有意に増加し,競合体BSPによりその感受性
 増強効果は抑制された。5)SCIDmouse皮下腫瘍モデル6週目において,AdLST4投与・
 MTX非投与群(n=9),AdLST-2投与・MTX非投与群(n=11),β一ga1投与・MTX非投与
 群(n=10)はそれぞれ497.2±412.8m㎡,503.0±179.5m㎡,549.2±132.5m債と腫瘍体積に有意な差
 は認められなかった。一方6週目AdLST4投与・MTX投与群(n=14),AdLST-2・MTX投
 与群(n=13)およびAdβ一ga1投与群・MTX投与群(n=12)はそれぞれ146.8±166.3㎡,46.6
 ±76.Om㎡,473.5±248.8m㎡とAdLST-1投与・MTX投与群およびAdLST-2・MTX投与群はβ一
 gal投与群・MTX投与群に比較し有意(p<0.01)に腫瘍の縮小が認められた。6)MDA-MB-
 231のadenovirus腫瘍内注入後の皮下腫瘍を免疫染色したところ,Adβ一ga1投与群での腫瘍は
 発現を認めず,AdLST-1投与群,AdLST-2投与群の腫瘍は共に腫瘍辺縁に強い発現を認めた。
結語
 LST-1またはLST-2を強制発現させた乳癌細胞株において,MTXの細胞内取り込みおよび
 MTXによる腫瘍増殖抑制効果が増強されることが,∫nvi!ro,inソivoの系で確認された。これ
 らの結果はアデノウイルスを用いた,これらトランスポーターの強制発現系が抗癌剤の効果を増
 強させる新しい治療戦略になる可能性を示すものと思われた。
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 審査結果の要旨
 有機アニオンの細胞内取り込みに関与するトランスポーターLST-1・LST-2を,組み換えア
 デノウイルスベクター(AdLST-1,AdLST-2)を用いて強制発現させることにより,抗癌剤メソ
 トレキセート(MTX)の感受性にどのような変化をもたらすかを検討するため,本研究を行っ
 た。
 MTXは,臨床において乳癌の治療に用いられている抗癌剤の一つで,reducedfolatecarrier
 (RFC)と同様に,LST-1,LST-2もまた,乳癌の感受性になんらかの影響を及ぼすのではない
 かと考えた。乳癌細胞株(MDA-MB-231,ZR75-1)にAdLST-1,AdLST-2を感染させること
 により,LST-1またはLST-2を強制発現させると,細胞膜に強く発現し,かつ蛋白レベルでも
 強く発現していた。LST-1またはLST-2を発現させた乳癌細胞株におけるMTXの細胞内への
 取り込みを検討したところ,contro1群に比べ,MDA-MB-231において,LST-1およびLST-2
 でともに約5倍,ZR75-1ではそれぞれ4倍,5倍の増加を認め,LST-1およびLST-2が強発
 現することにより,より多くのMTXが細胞内に取り込まれることが分かった。MTXに対する
 感受性をMTTassay法にて検討したところ,MDA-MB-231,ZR75-1はどちらも有意にMTX
 に対する感受性が増加した。またLST-1およびLST-2の基質であり,MTXの取り込みを阻害
 するBSPにより,その感受性増強効果は抑制された。SCIDマウスの皮下に移植した腫瘍に対
 する効果を検討した。皮下腫瘍に対してAdLST-1またはAdLST-2を局注した後,2mg/kg
 MTXを5日間連日腹腔内投与すると,contro1群に比較し,AdLST-1群AdLST-2群は,腫瘍
 増殖が有意に抑制され,抗腫瘍効果の増強を認めた。
 乳癌細胞株におけるAdLST-1,AdLST-2投与後のMTXの抗腫瘍効果の増強がinvitro,in
 vivOの系で示された。トランスポーター遺伝子の発現を調節し,感受性を増大させるという新
 しい癌治療戦略が考えられ,新たな研究分野を開拓したものとして評価される。
 以上,極めて独創的であり,今後臨床にも結びつく可能性をもった成果をあげた本研究は,学
 位論文に充分に値するものである。
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